ヒトパラインフルエンザウイルス及びヒトメタニューモウイルスを効率的に分離できる新規培養細胞系の検討 by 佐藤 光
ヒトパラインフルエンザウイルス及びヒトメタニュ
ーモウイルスを効率的に分離できる新規培養細胞系
の検討
著者 佐藤 光
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 11301甲第18008号
URL http://hdl.handle.net/10097/00123945
  
1 
博士論文 
 
 
ヒトパラインフルエンザウイルス及びヒトメタニューモウイルスを 
効率的に分離できる新規培養細胞系の検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
東北大学大学院 医学系研究科 保健学専攻 
基礎検査医科学領域 感染分子病態解析学分野 
佐藤 光 
 
 
  
2 
 
 
目次 
 
 
Ⅰ．要約     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 
Ⅱ．研究背景   ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5 
Ⅲ．研究目的   ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 10 
Ⅳ．研究方法   ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 11 
Ⅴ．研究結果   ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 19 
Ⅵ．考察     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 26 
Ⅶ．結論     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 35 
Ⅷ．謝辞     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 36 
Ⅸ．文献     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 37 
Ⅹ．図・表の説明 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 51 
  
  
3 
Ⅰ．要約 
 
【目的】1～4 型ヒトパラインフルエンザウイルス（human parainfluenza virus: HPIV1
～4）及びヒトメタニューモウイルス（human metapneumovirus: HMPV）はそれぞれ
パラミクソウイルス科、ニューモウイルス科に属すマイナス一本鎖 RNA ウイルスで
あり、小児を中心とした急性呼吸器感染症（acute respiratory infection: ARI）の主要
な原因ウイルスの一つである。HPIV1、3 及び HMPV は、明瞭な細胞変性効果
（cytopathic effect: CPE）を伴う培養細胞系がないため、分離が難しく、効率的に分
離することができる培養細胞系が求められてきた。本研究では、HPIV1、3 の分離に
従来使用されてきた HMV-II 細胞で、インターフェロン-α/β受容体 1（interferon 
α/β receptor 1: IFNAR1）を欠損（knock out: KO）させ、それらウイルスの分離効
率が改善するか検討した。また、MNT-1 という HPIV 分離用に新たに可能性を見出
したヒト悪性黒色腫由来の細胞について、HPIV に対する感受性及び分離効率の検討
を行った。その後、MNT-1 細胞が HMPV に対しても高い感受性があることが示唆
されたため、同細胞の HMPV に対する感受性及び分離効率について詳しく検討した。 
【方法】Clustered regularly interspaced short palindromic repeats / CRISPR associated 
protein 9（CRISPR/Cas9）システムを用いて IFNAR1KO HMV-II（HMV-II IC5）細
胞株を作成した。HPIV 及び HMPV が検出された臨床検体を、HMV-II、HMV-II IC5、
MNT-1、LLC-MK2、Vero E6 細胞に接種し、CPE の出現の有無、ウイルスの増殖、
実験的な分離効率を検討した。分離ウイルス株を用いて、各細胞に対する感染価を測
定した。HMPV が分離された臨床検体中のウイルス量及び、細胞に吸着した HMPV
のウイルス量を定量リアルタイム polymerase chain reaction（PCR）で測定した。実
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際に MNT-1 細胞を使用し、ウイルス分離を基にした HPIV 及び HMPV のサーベイ
ランスを実施した。 
【結果】HMV-II IC5 細胞では、HMV-II 細胞親株と比べ HPIV1～3 のウイルス増殖
が亢進した傾向であった。また、一部の HPIV3 で顆粒化を示す CPE が観察され、
HPIV2、3 で分離効率が亢進したが、HPIV4 に対する感受性は示さなかった。MNT-
1 細胞では、ウイルスの増殖を伴い、HPIV1、3 で顆粒化を、HPIV2、4 で合胞体を
示す CPE が観察され、他のどの培養細胞よりも効率的に HPIV1、3 が分離された。
MNT-1 細胞は HMPV に対しても感受性を示し、また感染後の早い時期から合胞体
を示す CPE が出現し、他のどの細胞よりも効率的にウイルスが分離された。HMPV
に対する MNT-1 細胞の優位性については、LLC-MK2 細胞より少ないウイルス量で
分離できるわけではなく、ウイルスの吸着量も Vero E6 細胞よりも低かった。 
【結論】本研究では、MNT-1 細胞が短時間に明らかな CPE を示し HPIV ならびに
HMPV の効率的な分離に使用できることを明らかにし、MNT-1 細胞導入によって、
効率的にウイルス分離を基にした HPIV1、３及び HMPV のサーベイランスが可能と
なった。MNT-1 細胞は、臨床検体からの HPIV、HMPV の分離をより効率的に改善
し、それらのウイルスの病因および疫学、さらには基礎的理解に寄与するものと考え
られる。  
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Ⅱ．研究背景 
 
 ヒトパラインフルエンザウイルス（human parainfluenza virus: HPIV）及びヒトメ
タニューモウイルス（human metapneumovirus: HMPV）はそれぞれパラミクソウイ
ルス科、ニューモウイルス科に属すマイナス一本鎖 RNA ウイルスである 1）。HPIV は
血清型により 1 型から 4 型に分けられ、HPIV1、3 はレスピロウイルス属、HPIV2、
4 はルブラウイルス属に分類される 2-4)。特に、HPIV1 感染ではクループ症候群を引
き起こしやすく、HPIV3 は全ての型の HPIV の中で最も多く検出されるウイルスで
ある 5-7)。HMPV はメタニューモウイルス属に分類され、遺伝子型として A1、A2、
B1、B2 に分けられる 8-15）。HPIV 及び HMPV は世界的に、小児を中心とした急性呼
吸器感染（acute respiratory infection: ARI）の主要な原因ウイルスの一つであり、上
気道炎、気管支炎及び肺炎などの下気道炎を引き起こす 7-9), 16-18）。大人での感染例も
あるが 19-21）、特に小児、高齢者でのアウトブレイクがしばしば問題となる 7), 9), 17), 18), 
22)。温帯地域では、HPIV1、２、４は秋から冬に、HPIV3 は春から夏に、HMPV は
冬から春に流行のピークがみられる 13), 16), 22-25）。 
 生物学的試料からの病原微生物の分離は、歴史的に感染症診断のゴールドスタンダ
ードの一つであり、培養細胞を用いたウイルス分離も臨床的・疫学的な面はもとより、
ウイルス学の様々な領域の発展に寄与している 26)。通常ウイルス分離は、臨床検体を
培養細胞に接種し、そこに出現する細胞変性効果（cytopathic effect: CPE）を指標と
して判定がなされる。一般的にウイルス分離に用いられる培養細胞を表 1 に示す。当
研究室では、長年にわたって HFL-III（ヒト肺線維芽細胞）や、株化細胞である HEp-
2（ヒト咽頭癌由来）、Vero/Vero E6（アフリカミドリザル腎臓由来）、MDCK(Madin-
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Darby canine kidney: イヌ腎臓由来）、HMV-II（ヒト悪性黒色腫由来）、LLC-MK2（ア
カゲザル腎臓由来）細胞の 6 種類の細胞を含むマイクロプレート法 27), 28)により複数
のウイルスをターゲットとして分離を行ってきた。HPIV２、４の分離には、LLC-MK2
細胞などが用いられており 29), 30)、合胞体を示す CPE を指標に比較的容易に分離が可
能である。一方、臨床上重要である HPIV1、３5-7)については、LLC-MK2、HMV-II、
Vero、MDCK 細胞などが用いられている 29), 30)が、CPE の出現は稀であり、ウイルス
の持つ血球凝集能を利用した血球吸着（hemadsorption: HAD）テストによる判定が
必要であった 28）。また、HMPV の分離は、LLC-MK2、Vero E6 細胞などが用いられ
てきた 8), 9), 13), 31-35）が、CPE が出現するまでに数週間という長い時間がかかったり、
CPE の判定が分かりにくく、さらには盲継代が必要であったりと分離は容易ではな
かった。 
こ の よ う な 背 景 か ら 、 こ れ ら の ウ イ ル ス の 検 出 に は 、 reverse transcription 
polymerase chain reaction（RT-PCR）による遺伝子学的な手法が広く用いられている
16), 36-41）。一般的に、遺伝子増幅によるウイルスの検出は、感度が高く迅速に結果が得
られる一方で、プライマーの非特異反応や少量のウイルス材料による偶発的な汚染等
による偽陽性や、真の病因微生物以外の病原体が検出されることが多かったりと 26), 
42-45）、誤診断を招く可能性が指摘されてきた。また、遺伝子学的手法では複数のウイ
ルスをターゲットに検査を行う場合、検体数が多くなるほどコストも高くなりやすく、
さらには、これらの方法は遺伝子を検出しているに過ぎず、必ずしも感染性のあるウ
イルスがいることの証明にはならない。一方で、ウイルス分離は、CPE の観察に至る
までに時間がかかること、CPE の判断に技術や経験が必要であり、個人の力量によっ
て結果が左右されることがあること、検体中に含まれる細胞毒性をもつ成分や細菌・
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真菌によって検体接種後の細胞の観察が困難になってしまうこと、検体の保存状態に
よってはウイルスが失活してしまうことがあることなど、問題点は多々あるものの、
コストが比較的かからず、一度に多くの検体をスクリーニングでき、活性のないウイ
ルスを検出せずに、感染性のあるウイルスを得られ、遺伝子学的手法と比べ真の病因
ウイルスをとらえられる可能性が高く、依然としてウイルス学の領域で重要な位置を
占めている。特に、感染性のあるウイルスを得ることは、流行しているウイルスの抗
原性の解析、宿主反応の免疫学的解析、ワクチン株の獲得などに不可欠である。だが、
HPIV 及び HMPV は分離が難しく、効率的に分離が可能な培養細胞系が必要であっ
た。 
HPIV 及び HMPV は、transmembrane protease serine S1, members 2（TMPRSS2）
などの宿主プロテアーゼによって、スパイクタンパクの一つである Fusion（F）タン
パクが開裂することで膜融合能を獲得し、活性化する 46), 47)。一般的には、このウイル
スの活性化にはトリプシンがよく用いられているが、細胞傷害性の観点から高濃度で
の使用や長期間の培養は難しく、TMPRSS2 を発現させた Vero 細胞を用いたトリプ
シンを必要としない HPIV、HMPV の培養系も報告されている 48), 49。しかしながら、
この培養細胞を用いて HPIV、HMPV のウイルス分離について検討した結果、HPIV、
HMPV の増殖は確認できたものの、ウイルス感染による CPE は観察されなかった
（非公開データ）。一方、実際に感染の場である、ヒトの気道上皮や鼻腔上皮の初代培
養細胞やその不死化細胞では、TMPRSS2 などの宿主プロテアーゼが発現しており、
トリプシンを使用せずにインフルエンザウイルスが増殖できることが報告されてい
る 50), 51)。しかしながら、これらの培養細胞を用いた HPIV に対する感受性の検討で
も、ウイルスの増殖は確認できたものの CPE を観察するには至らなかった（非公開
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データ）。 
 ウイルスが感染した細胞では、retinoic acid-inducible gene-I（RIG-I）、melanoma 
differentiation-associated protein 5（MDA5）、toll-like receptors（TLRs）３、４、７、
９などのパターン認識受容体によってウイルスゲノムが認識され、1 型インターフェ
ロン（type 1 interferon: IFN-1s）が産生される。産生された IFN-1s は、IFN-α/β受
容体（IFN-α/β receptor: IFNAR）1、IFNAR2 からなる IFNAR に結合し、ウイル
ス感染細胞ではアポトーシス誘導やウイルス複製阻害に関与する遺伝子群の発現を、
周囲の非感染細胞に対しては抗ウイルスタンパクに関連した遺伝子群の発現を、増加
させることで抗ウイルス作用を発揮する 52-54）。IFN-1s には、古典的に白血球由来の
複数のサブタイプを持つ IFN-αや、線維芽細胞由来の単一の IFN-βなどが存在し 55）、
HPIV 感染では気道上皮細胞から IFN-α/βが誘導されることが報告されている 56)。
in vivo の解析において、IFN-αが HPIV の感染を阻害すること 57)、また、ARI 患者
から採取した鼻汁吸引液中からこれら IFN-1s が検出されることも報告されており 58)、
培養細胞での IFN-1s 感受性低下による効率的なウイルス培養系が注目されている。
PBS-12SF（ニワトリ胚）細胞株では small hairpin RNA（shRNA）を用いた IFNAR1
ノックダウンによる A 型インフルエンザウイルスの効率的な増殖系が報告されてい
る 59）。一方、パラミクソウイルス科レスピロウイルス属のセンダイウイルスが持つ C
タンパクは signal transducer and activator of transcription（STAT）1/STAT2 のリン
酸化を阻害することで IFN-1s のシグナル伝達を抑制することが報告されている 60)。
そのためセンダイウイルスの C タンパクを発現させた HMV-II 細胞を作成し、HPIV
に対する感受性について検討した。しかしながら、HPIV１、３、4 感染による CPE
を観察するには至らず、HPIV1、２、３のウイルスの増殖がわずかに亢進した程度で
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あった（非公開データ）。そこで、C タンパクによる IFN-1s シグナル「抑制」ではな
く、IFNAR1 の欠損（knock out: KO）による IFN-1s のシグナルの「遮断」により、
より効率的な HPIV の分離培養系ができないか、IFNAR1KO 細胞の作製を試みた。 
このように、HPIV の分離効率を亢進させる方法として、HPIV に感受性のある既
知の細胞を遺伝子操作により改変する先進的な方法論と並行して、古典的な方法論と
して、これまで HPIV の分離に用いられてこられなかった培養細胞系からの HPIV 感
受性細胞の探索も行った。従来 HPIV の分離に用いてきた HMV-II 細胞はヒト悪性黒
色腫由来の株化細胞であることから、同じくヒト悪性黒色腫由来の株化細胞である、
HMY-1 細胞、MNT-1 細胞について、HPIV に対する感受性の検討を行った。その結
果、HPIV1、3 感染によって HMY-1 細胞では CPE を観察することはできなかった
一方、MNT-1 細胞 CPE を観察することができた。 
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Ⅲ．研究目的 
 
 本研究では、従来の培養細胞系では分離することが困難な HPIV 及び HMPV を効
率的に分離することができる培養細胞系の検討を行う。 
 1）従来 HPIV1、3 の分離に用いてきたヒト悪性黒色腫由来株化細胞 HMV-II に対
し、IFNAR1KO による IFN-1s 感受性低下によって、同ウイルスの分離効率が亢
進するか否か検討する。 
 2）新たに可能性を見出した、HMV-II と同じくヒト悪性黒色腫由来の株化細胞
MNT-1 について、分離効率の検討を行い、HPIV に対する感受性を従来使用し
てきた細胞株と比較する。 
 3）MNT-1 細胞の HMPV に対する感受性及び、同細胞を用いた分離効率を従来用
いられてきた細胞株のそれと比較する。  
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Ⅳ．研究方法 
 
1．倫理的配慮 
 本研究のすべての実験手順は、「ヘルシンキ宣言」に準じ、独立行政法人国立病院機
構仙台医療センターの倫理委員会の承認を得たうえで実施した。 
 
2．細胞 
 本研究では、HMV-II（RIKEN, Saitama, Japan）、MNT-1（Dr. Vincent J. Hearing, 
Laboratory of the Cell Biology, National Cancer Institute, National Institutes of Health, 
MD, USA から供与）、LLC-MK2（Dainippon Pharma, Osaka, Japan）、Vero（RIKEN）、
Vero E6 細胞（山形県衛生研究所微生物部から供与）を用いた。HMV-II 細胞は Roswell 
Park Memorial Institute medium（RPMI）-1640 培地（Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 
USA）、MNT-1 細胞はダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco's modified Eagle's 
medium: DMEM; Sigma-Aldrich）、LLC-MK2 及び Vero E6 細胞はイーグル最小必須
培地（minimum essential medium: MEM; Sigma-Aldrich）を用い、37℃、5％ CO2 イ
ンキュベーター内で培養した。すべての培地には 10%ウシ胎児血清（fetal bovine 
serum: FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）、100 units/ml ペニシリ
ン G 及び 100 μg/ml ストレプトマイシンを加えた。各細胞を 96 穴マイクロプレー
ト（Greiner bio-one, Baden-Württemberg, Germany）に単層培養し、サンプル接種前
に培養液を維持培地に交換した。維持培地はそれぞれ FBS を含まず、以下の濃度の
トリプシン（Sigma-Aldrich）を加えたものを用いた；HMV-II：20 μg/ml、MNT-1：
5 μg/ml、LLC-MK2：10 μg/ml、Vero 及び Vero E6：2 μg/ml。 
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3．IFNAR1KO HMV-II細胞株の樹立 
 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats / CRISPR associated 
protein 9（CRISPR/Cas9）システム 61）を用いて IFNAR1 を欠損した HMV-II 細胞株
（HMV-II IC5）を樹立した。詳細には、HMV-II 細胞を 96 穴マイクロプレートに継
代後 24 時間培養し、ヒト ifnar1 のエクソン 1 領域をターゲットにした CRISPR RNA
（crRNA; GE Dharmacon, Lafayette, CO, USA）、trans-activating crRNA（tracrRNA; 
GE Dharmacon）、ヒトサイトメガロウイルス由来のプロモーター及びピューロマイ
シン耐性遺伝子を搭載した Cas9 発現プラスミド DNA（GE Dharmacon）を
DharmaFECT Duo Transfection Reagent（GE Dharmacon）を用いてトランスフェク
ションし、72 時間培養後、1.5 μg/ml ピューロマイシン（Sigma-Aldrich）を含む培
地に交換し、72 時間培養することでピューロマイシン耐性細胞株の選択を行った。
Cas9 発現プラスミドのみをトランスフェクションしたものを対照とした。得られた
細胞群は T7 エンドヌクレアーゼアッセイ（GeneCopoeia, Rockville, MD, USA）を用
い、ifnar1 遺伝子領域に遺伝子変異が生じているか解析した。また、その細胞群から
限界希釈法を用いたクローニングによって単一細胞株を樹立し、ウェスタンブロッテ
ィングを用いて IFNAR1 欠損の有無について解析した。 
 
4．T7エンドヌクレアーゼアッセイ 
 得られたピューロマイシン耐性細胞株群は、リン酸緩衝生理食塩水（phosphate 
buffered saline: PBS）で 3 回洗浄後、ペレットを Lysis Buffer（GeneCopoeia）を用
いて、65℃で 15 分、95℃で 10 分加熱し、細胞を溶解した。細胞溶解物を ifnar1 特
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異的プライマーと 2×SuperHero PCR Mix（GeneCopoeia）とを混ぜ 25 μl にし、
T100 Thermal Cycler（Bio-Rad Laboratories, CA, USA）を用いて、94℃で 30 秒、
58℃で 30 秒、72℃で 1 分を 1 サイクルとし、35 サイクル繰り返し、ifnar1 の遺伝子
領域を増幅した。プライマーは、約 700 bp の増幅産物が得られ、かつその中心から
約 100 bp ずれた位置に crRNA のターゲット領域が位置するように設計した（Forward 
primer: 5’- ATTAGGATGGGGCAATGGGAG -3’, Reverse primer: 5’- TTATCAAAC 
AGACCAGCGGAG -3’）。設計した crRNA 及びプライマーの模式図を図 1A に示す。
得られた増幅産物は 95℃での 5 分間の加熱処理により再アニーリング後、T7 
endonuclease I（GeneCopoeia）を加え 37℃で 1 時間反応させ、遺伝子上のミスマッ
チ部位を切断した。反応産物は 2％アガロースゲルで電気泳動後、Image Lab software
を搭載した ChemiDoc XRS Plus（Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）を用い
て画像を解析した。 
 
5．ウェスタンブロッティング 
 各細胞株は 96 穴マイクロプレートに単層培養後、培養液を取り除き 50 μl の Ez 
Apply（Atto, Tokyo, Japan）で溶解し、100℃で 5 分加熱処理した。タンパク質は MES 
SDS Running Buffer（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いた NuPAGE 4-12% Bis-
Tris Protein Gel（Invitrogen）上で、XCell SureLock ミニセル電気泳動システム
（Invitrogen）により分離し、iBlot システム（Invitrogen）を用いて polyvinylidene 
difluoride（PVDF）メンブレンに転写した。メンブレンは 4％スキムミルクを含む 0.1％ 
Tween 20/PBS で室温で 1 時間ブロッキングした後、ウサギ抗ヒト IFNAR1 モノク
ローナル抗体（clone EP899Y; 1:5,000; Abcam, Cambridge, UK）及びウサギ抗ヒトβ
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-アクチンモノクローナル抗体（clone 13E5; 1:5,000; Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA）を 1 次抗体として室温で 1 時間反応させた。その後、2 次抗体
としてペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG ポリクローナル抗体（1:5,000; Sigma-
Aldrich）を室温で 1 時間反応させ、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
（GE Healthcare, Little Chalfont, UK）を用いて化学発光させた。画像は Image Lab 
software を搭載した ChemiDoc XRS Plus を用いて解析した。得られた結果はβ-アク
チン発現量との比較による相対的発現量として示した。 
 
6．ウイルス株 
 本研究に用いたウイルス株を表 2 に示す。当研究室で分離した臨床分離株及び、プ
ロトタイプ HMPV 株（Prof. Eric Claassen, ViroNovative BV, Rotterdam, Netherlands
から供与）を用いた。すべてのウイルス株は使用直前まで－80℃で保存した。 
 
7．ウイルス分離の対象と検体 
 2003 年 1 月から 2016 年 12 月の間に、仙台医療センター小児科、及び同病院の医
療圏に位置する一次医療施設である永井小児科医院で、ARI の疑われた患者より採取
した、鼻腔・咽頭ぬぐい液、鼻汁吸引液 35,262 検体を対照とした。その中、2003 年
1 月から 2014 年 3 月の間の 31,855 検体は、当研究室の The CARD 8.0 ソフトウェ
ア（I4 Corporation）上に登録されていた、HFL-III（RIKEN）、HEp-2、Vero/Vero E6、
MDCK（Dainippon Pharma）、LLC-MK2、HMV-II（2013 年 10 月以前）もしくは
MNT-1（2013 年 10 月以降）の 6 種類の培養細胞を用いた組織培養マイクロプレー
ト法 27), 28)によるウイルス分離の結果を、後方視的に解析した。2014 年 4 月から 2016
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年 12 月の間の 3,407 検体は、HFL-III、HEp-2、Vero、MDCK、LLC-MK2、MNT-
1 の 6 種類の培養細胞を用いてウイルス分離を行い、前方視的に解析した。ウイルス
分離は、検体を 3 ml の輸送培地（0.5％ ゼラチン、500 units/ml ペニシリン G、500 
μg/ml ストレプトマイシンを含む MEM 培地）中に採取し、ウイルス分離までの間
4℃で保存した。6 種類の培養細胞を 96 穴マイクロプレートに単層培養し、培養液を
維持培地に交換したのち、3,000 回転/分、4℃、15 分遠心した臨床検体の上清 75 μ
l を各細胞 2 穴ずつ接種し、マイクロプレートを 2,000 回転/分、室温、30 分遠心しウ
イルスを吸着させた。その後、33℃、5％ CO2 インキュベーター内で培養し、盲継代
や培地交換をせずに週２回、4 週間観察を行い、CPE の有無を評価した。CPE の程度
は以下のように判定した；全視野中 CPE の出現した細胞が 0％：－、1～30％：+、
31～70％：++、71～100％：+++。CPE の出現したサンプルについては、以下に示
す RT-PCR 法を用いてウイルスの同定を行った。ウイルス分離に用いた臨床検体の
残り及び分離ウイルス株は－80℃で保存した。 
 
8．ウイルス感染価測定 
 臨床検体接種後の各細胞の培養上清を 12 日目まで回収した。回収した培養上清及
び分離ウイルス株は 10 倍段階希釈し、96 穴マイクロプレートに単層培養した各細胞
に 50 μl ずつ 4 穴に接種し、マイクロプレートを 2,000 回転/分、室温、30 分遠心し
ウイルスを吸着させた。その後、33℃、5％ CO2 インキュベーター内で 10 日間培養
し、CPE の有無もしくは以下に示す HAD テストにより陽性・陰性を判定した。ウイ
ルス感染価は定法 62)に従い、検出できた最大希釈倍数をもとに 50％の細胞が感染す
る希釈率の逆数を 50% tissue culture infectious dose（TCID50）/ml として算出した。 
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9．血球吸着（hemadsorption: HAD）テスト 
 HAD テストは Moriuchi らの方法 28）に従い行った。浮遊した細胞を含む 25 μl の
培養液を、96 穴マイクロプレート上で等量の 0.05％ モルモット血球（Kohjin Bio, 
Saitama, Japan）と混合し、顕微鏡下で細胞と血球の接着反応の有無を観察した。 
 
10．ウイルス感染後の IFN-β測定 
 96 穴マイクロプレートに単層培養した各細胞に、各分離ウイルス株を multiplicity 
of infection（MOI）=0.1 で接種し、2,000 回転/分、室温、30 分遠心しウイルスを吸
着させた後、33℃、5％ CO2 インキュベーター内で 24 時間培養後、培養液を取り除
き、細胞成分から RNeasy Mini Kit（Qiagen, Venlo, Netherlands）を用いて総 RNA を
抽出し、以下に示す定量リアルタイム PCR（quantitative real-time PCR: qPCR）法を
用いて ifn-β messenger RNA（mRNA）の測定を行った。 
 
11．ウイルス吸着試験 
 各細胞株に吸着したウイルス量の測定は、Liu らの qPCR を用いた測定法 63)の変
法を用いた。96 穴もしくは 12 穴プレートに種々の濃度の細胞を培養し、HMPV
（Sendai-H/517/15）を１×108 コピー/well の濃度で接種し、4℃で 1 時間静置しウ
イルスを吸着させた。その後、細胞を DMEM で 5 回洗浄し非吸着ウイルスを取り
除き、細胞から吸着したウイルスの RNA を含む総 RNA を抽出し、以下に示す
qPCR 法を用いてウイルス特異的 RNA の定量を行った。 
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12．RNA 抽出及び RT-PCR 
 ウイルス RNA は 140 μl の臨床検体もしくは分離検体から QIAamp viral RNA 
Mini Kit（Qiagen）を用いて、総 RNA は 350 μl の細胞溶解物から RNeasy Mini Kit
（Qiagen）を用いて抽出した。抽出した RNA を用いて以下に示す RT-PCR もしくは
qPCR を行った。Echevarrìa ら、Aguilar ら、Kaida らの方法従い、HIPV1～３の
Hemagglutinin-neuraminidase（HN）遺伝子 64)、HIPV4 の Phosphoprotein（P）遺伝
子 65)、HMPV の F 遺伝子 66)を PrimeScript One Step RT-PCR Kit Ver.2（Takara Bio 
Inc, Kusatsu, Shiga, Japan）を用いた RT-PCR 法により増幅した。HMPV の F 遺伝子
増幅産物は MluCI（New England Biolabs, Hitchin, UK）制限酵素を用いた PCR-
restriction fragment length polymorphisms（PCR-RFLPs）法 67）もしくは塩基配列解
析により遺伝子型の同定を行った。増幅産物は 2％アガロースゲル電気泳動後、エチ
ジウムブロマイドで染色を行いバンドの確認を行った。 
臨床検体及び細胞溶解物中の HMPV の Nucleoprotein（N）遺伝子のコピー数及び、
細胞溶解物中の ifn-β mRNA の発現量は qPCR 法を用いて定量した。詳細には、抽
出した RNA より High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits（Applied Biosystems, 
Foster, CA, USA）を用いて complementary DNA（cDNA）を合成した。HMPV の N
遺伝子は、Mackay らの方法に従った特異的プライマー、TaqMan プローブ及び IQ 
Supermix（Bio-Rad Laboratories）を用いて 68）、ifn-β及び hypoxanthine phosphoribosyl 
transferase（hprt） mRNA は特異的プライマ （ーifn-β; Forward primer: 5’- CTCTGG 
CACAACAGGTAGTAGG -3’, Reverse primer: 5’- GGAGAAGCACAACAGGAGAG 
CA -3’、hprt; Forward primer: 5’- CGAGATGTGATGAAGGAGATGGG -3’, Reverse 
primer: 5’- ATGTAATCCAGCAGGTCAGCAA -3’）及び IQ SYBR Green Supermix
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（Bio-Rad Laboratories）を用いて増幅を行った。N 遺伝子のコピー数は、プライマ
ーのターゲット領域を組み込んだプラスミドから in vitro transcription 反応によって
増幅した RNA をもとに合成した cDNA（国立研究開発法人産業技術総合研究所バイ
オメディカル研究部門、永井秀典博士から供与）を用いた標準曲線より算出した。デ
ータは CFX Manager ソフトウェアを搭載した MiniOpticon リアルタイム PCR シス
テム（Bio-Rad Laboratories）を用いて解析した。ifn-β及び hprt のプライマーの反応
効率は標準曲線を作成することにより決定した。サンプル中のターゲット遺伝子とハ
ウスキーピング遺伝子である hprt の発現レベルは反応効率から算出した。得られた
結果は相対定量法により解析し、hprt 発現量との比較による相対的発現量として示し
た。 
 
13．統計解析 
 統計解析は JMP Pro 11. 2. 0 ソフトウェア（SAS Institute Japan, Tokyo, Japan）を
用いて行った。データは平均（mean） ± 標準偏差（standard deviation: SD）を用い
て示した。各群間の有意差検定は analysis of variance（ANOVA）with post hoc Tukey–
Kramer 検定を、ウイルス分離効率の有意差検定は Kaplan–Meier log-rank 検定を用い
て行った。p 値は 0.05 未満を有意差ありと判定した。  
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Ⅴ．研究結果 
 
1．IFNAR1KO HMV-II細胞株の樹立 
 IFN-1s 感受性低下を利用して HPIV の分離効率を亢進させることが可能か検討す
る目的で、HMV-II 細胞の IFNAR1KO 細胞株を樹立した。CRISPR/Cas9 システムを
用いて ifnar1 エクソン 1 遺伝子上に変異を導入し（図 1B）、変異が確認された細胞群
をクローニングし、IA5、IC1、IC2、IC5 細胞株を得た。それらの細胞における IFNAR1
のタンパク発現をウェスタンブッロト法を用いて確認し、完全な KO 細胞株として
HMV-II IC5 細胞株を得た（図 1C）。 
 
2．HMV-II IC5細胞及び MNT-1細胞での HPIV に対する感受性の検討 
 作成した HMV-II IC5 細胞株及び、新たに HPIV に感受性のある細胞として見出し
た MNT-1 細胞 69)について HPIV に対する感受性を検討した。なお、対照には HPIV
に感受性のある LLC-MK2 細胞を用いた。凍結保存（－80℃）しておいた、HPIV1～
4 が分離された臨床検体を各細胞に接種し、10 日目まで細胞の様子を観察した（図
2A）。HMV-II 細胞親株では、10 日目に HPIV2 でのみ合胞体を形成する CPE（++）
が観察されたのに対し、HMV-II IC5 細胞では 5 日目に HPIV2 で CPE（+）が観察
された。さらには、HPIV3 で 10 日目に顆粒化を示す CPE（++）が観察された。一
方、LLC-MK2 細胞では、5 日目に HPIV2、4 で合胞体を示す CPE（+++）が、10 日
目に HPIV3 で顆粒化を示す CPE（++）が観察された。これに対し MNT-1 細胞では
HPIV1、3 が 5 日目に顆粒化の CPE（++）が、HPIV2、４が合胞体形成の CPE（+++）
がみられ、すべての型の HPIV で CPE が出現した。 
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上清中のウイルス量を測定した結果、HMV-II 細胞親株及び HMV-II IC5 細胞では
臨床検体のサンプル量の関係で n=2 となってしまったため、有意差の解析はできな
かったものの、HMV-II IC5 細胞では HMV-II 細胞親株と比べ HPIV1～3 のウイルス
増殖が亢進した傾向であった一方で、HPIV4 は両細胞でウイルス増殖は認められな
かった（図 2B）。これらの結果は、IA5、IC1、IC2 細胞株でも同様の結果であった（data 
not shown）。一方、MNT-1 細胞ではすべての型の HPIV でウイルス増殖がみられ、
特に HPIV1、3 の増殖は他のどの細胞よりも高い傾向にあり、LLC-MK2 細胞に対し
て有意差が認められた（図 2B）。 
 
3．HMV-II IC5細胞及び MNT-1細胞での実験的 HPIV 分離の検討 
 各細胞間での HPIV の分離効率を比較する目的で、凍結保存（－80℃）しておいた、
HPIV1～4 が分離された臨床検体を 10 件ずつ選択し、各細胞に接種後 10 日目まで
CPE の出現の有無を観察した（図 3A、B）。さらに、HPIV1、3 では CPE の観察に加
えて、10 日目に HAD テストによりウイルスの増殖を判定した。HPIV2、4 ではさら
に詳細に解析するために、各観察日における分離率をもとに Kaplan–Meier log-rank
検定を用いてウイルス分離の効率を比較検討した。HMV-II IC5 細胞では HMV-II 細
胞親株と比較して、HPIV1 の分離数に違いはなかったが、HPIV2 の分離効率は有意
に亢進した。さらには、3 割の HPIV3 陽性検体で接種後 10 日目までに CPE が出現
し、HAD テストを必要とせずに分離ができることが明らかとなった。しかし、両細
胞ともに HPIV4 は分離できなかった。一方、MNT-1 細胞では HPIV1、3 でも CPE
を指標に分離することができ、他のどの細胞よりも多くのウイルスを分離することが
できた。MNT-1 細胞での HPIV4 の分離効率は LLC-MK2 細胞に劣っていたが CPE
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を指標に分離することができ、HPIV2 の分離効率については HMV-II IC5、LLC-MK2
細胞と同程度であった。以上の結果より、MNT-1 細胞はすべての型の HPIV を分離
でき、特に HPIV1、3 を効率的に分離することができる可能性が示唆された。 
 
4． MNT-1細胞での HPIV に対する優位性の検討 
 各細胞での HPIV1～4 に対する検出感度を調べる目的で、各分離ウイルス株の希釈
系列を作成し、各細胞でどの希釈まで検出できたかを、各細胞に対するウイルス感染
価として TCID50/ml で算出した（図 4A）。値が高くなるほど少ないウイルス量まで
検出できたことを示している。HPIV2 ではすべての細胞間で差は認められなかった
一方で、HPIV1、3 では HAD テストを用いた感染価では各細胞間で差はなかったが、
CPE を指標とした感染価では MNT-1 細胞が最も高く、その値は HAD テストによる
感染価と変わらなかった。また、HMV-II 細胞は親株、IC5 株ともに HPIV4 に対して
感受性をほとんど示さなかった。 
 MNT-1 細胞での HPIV の分離における優位性の理由として IFN-1ｓの関与を検討
する目的で、各細胞での IFN-1s について解析を行った。HMV-II 細胞では対照と比
較して HPIV1～3 感染により ifn-β mRNA が有意に亢進した一方、MNT-1、LLC-
MK2 細胞では有意な亢進はみられなかった。また、各細胞間での HPIV 感染後の ifn-
β mRNA 発現量には有意差は認められなかった（図 4B）。さらに、MNT-1 細胞で
の IFNAR1 の発現は、LLC-MK2 細胞よりも高く、HMV-II と同程度であった（図
4C）。以上の結果から、MNT-1 細胞の HPIV に対する優位性は、ウイルスの検出感
度や IFN-1s 応答性の違いではないことが示唆された。 
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5．MNT-1細胞を用いた HPIV の分離 
 これまで当研究室では、長年にわたって HFL-III、HEp-2、Vero/Vero E6、MDCK、
HMV-II、LLC-MK2 細胞の 6 種類の細胞を含むマイクロプレート法 27), 28)により複数
種のウイルスをターゲットに分離を行ってきた。本研究におけるこれまでの結果から、
MNT-1 細胞を用いることで HPIV1、3 が効率的に分離できる可能性が示唆されたた
め、HMV-II 細胞に替えて MNT-1 細胞を試験的に導入した。2013 年 10 月から 2016
年 3 月までの間、4,108 件について分離を試み、CPE を指標に 451 件（11.0％）の
HPIV を分離した。この間の実際の CPE を指標とした各ウイルスの分離効率を MNT-
1 細胞と LLC-MK2 細胞とで比較した（図 5A）。少数の HPIV3 が MDCK 細胞で、
HPIV4 が Vero 細胞で分離されたものの、接種後 10 日以内に CPE が観察できたもの
はなく、それらはこの検討からは除外した。この検討の結果、MNT-1 細胞は LLC-
MK2 細胞と比べ、HPIV1、3 の分離効率がより高いことが明らかとなった。一方、
HPIV2 の分離効率は両細胞間で同等であったが、HPIV4 の分離効率は MNT-1 細胞
よりもむしろ LLC-MK2 細胞の方が有意に高かった。 
 MNT-1 細胞の導入による効果を、導入前後での HPIV の分離件数を月別に挙げて
解析した（図 5B）。MNT-1 細胞導入前の、2003 年 1 月から 2013 年 9 月までの間で
は、31,154 件を扱い、HPIV1：408 件（1.3％）、HPIV2：214 件（0.7％）、HPIV3：
552 件（1.8％）、HPIV4：117 件（0.3％）が分離されていた。一方、MNT-1 導入後
の分離は、HPIV1：91 件（2.2％）、HPIV2：59 件（1.4％）、HPIV3：222 件（5.4％）、
HPIV4：79 件（1.9％）であり、すべての型の HPIV で分離率が向上していた。また、
MNT-1 細胞導入によって、HAD テストを必要としない HPIV 分離が可能となった。
この試験期間中、仙台市では主に HPIV1 は秋、HPIV2 は隔年の秋、HPIV3 は春から
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夏、HPIV4 は秋から冬にかけて流行があったことが示された。 
 
6．MNT-1細胞における HMPV に対する感受性の検討 
 HPIV 分離向上を目的として MNT-1 細胞導入後、偶然この細胞で HMPV の感染
によって CPE が出現することが示された。そのため、従来 HMPV 分離に使用されて
きた LLC-MK2、Vero E6 細胞とその感受性を比較した。凍結保存（－80℃）してお
いた、HMPV 分離陽性の臨床検体を各細胞に接種し、10 日目まで細胞の様子を観察
した（図 6A）。その結果、MNT-1 細胞では接種 5 日後に合胞体を形成する明らかな
CPE（++）が観察された。一方、LLC-MK2、Vero E6 細胞では感染 10 日後に合胞体
（LLC-MK2）もしくは、顆粒化（Vero E6）を示す CPE（+）が観察されたが、その
程度は非常に弱く判別は容易ではなかった。培養上清中のウイルス感染価を測定した
結果、MNT-1 細胞では他のすべての細胞株よりウイルス増殖が有意に高かった（図
6C）。HMPV は遺伝子型として A1、A2、B1、B2 型に分けられる 8-15）。そこで、この
MNT-1 細胞がすべての遺伝子型の HMPV で CPE を起こすか否か、すべての遺伝子
型のプロトタイプ株を使用して検討した結果、MNT-1、LLC-MK2 細胞では調べたす
べての遺伝子型で同じような合胞体を形成する CPE（+～++）が観察された（図 6B）。
一方、Vero E6 細胞ではすべての遺伝子型で同様の顆粒化を示す CPE（+～++）が観
察された。 
 MNT-1 細胞での HMPV の分離効率を検討する目的で、凍結保存（－80℃）して
おいた、RT-PCR 法で HMPV が検出されていた臨床検体 25 件を選択し、それらを
MNT-1、LLC-MK2、Vero E6 細胞に接種し、分離効率を比較した（図 6D）。最終
的に、接種 4 週間後までに分離できた件数は、MNT-1 細胞で 20/25（80%）、LLC-
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MK2 細胞が 15/25（60％）、Vero E6 細胞が 17/25（68%）であった。一方、1 週間
以内に分離できた件数は、MNT-1 細胞で 11/25（44%）、LLC-MK2 細胞が 5/25
（20％）、Vero E6 細胞が 4/25（16%）であった。これらの結果は、MNT-1 細胞で
はほかの 2 種類の細胞と比べ、より多くのウイルスが分離でき、さらには分離にか
かる時間もより早いことを示している。以上の結果より、MNT-1 細胞が HMPV の
分離においても有用な細胞であることが示唆された。 
 
7．MNT-1細胞における HMPV に対する優位性の検討 
 MNT-1 細胞での HMPV に対する優位性を調べる目的で、前述のプロトタイプ株
を用いて各細胞に対するウイルス感染価を測定した（図 7A）。その結果、調べたすべ
ての遺伝子型で、各細胞間で有意差は認められなかった。MNT-1 細胞導入後に、
MNT-1 細胞もしくは LLC-MK2 細胞単独で HMPV が分離できた臨床検体をピック
アップし、それらの検体中のウイルス量を qPCR で定量した（図 7B）。その結果、両
群とも検出限界量は 102 コピー/μl 程度であり、大きな違いはなかった。Vero E6 細
胞では単独で分離できたウイルスがなかったためこの検討から除外した。これらの検
出限界量は Matsuzaki らが報告した Vero E6 細胞でのそれ（1.25×102 コピー/μl）と
同程度であった 70)。 
 次に、細胞が吸着することのできる HMPV のウイルス量を、MNT-1、LLC-MK2、
Vero E6 細胞間で比較した（図 7C）。種々の濃度で培養した細胞に 108 コピーのウイ
ルスを吸着させ、細胞に吸着したウイルス量を qPCR で定量した結果、ウイルス過剰
の条件下（ウイルス 108 コピー：細胞 103 個）で、MNT-1 細胞では細胞 1 個当たりに
吸着したウイルス量は LLC-MK2 細胞と同程度であり、Vero E6 細胞の半分以下であ
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った。これらの結果から、MNT-1 細胞での HMPV 分離における優位性は、必ずしも
細胞への吸着効率の高さによらない可能性が示唆された。 
 
8．MNT-1細胞を用いた HMPV の分離 
 MNT-1 細胞導入後の、実際の HMPV の分離効率を MNT-1 細胞と LLC-MK2 細
胞とで比較した（図 8A）。なお、これら以外の細胞で分離できたものはなかった。比
較の結果、MNT-1 細胞では LLC-MK2 細胞と比べ、より早く、より多くのウイルス
が分離できていた。分離率を MNT-1 細胞導入の前後で比較したところ、導入以前で
は 0.3％（80 件）であったのに対し、導入後 2.5％（102 件）と大幅に増加していた
（図 8B）。また、遺伝子型解析の結果、仙台市では 2014 年には春から夏にかけて A2
が主流の B2 型との混合流行、2015 年には冬から春にかけて A2 型の単独流行、2016
年には冬から春にかけて A2 が主流の B1、B2 型との混合流行があったことがわかっ
た。  
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Ⅵ．考察 
 
 流行ウイルス株の抗原変異の解析や宿主反応の免疫学的解析には、感染性のあるウ
イルスの分離が不可欠である。細胞培養系を用いたウイルス分離は、RT-PCR を用い
た遺伝子学的手法と比べ安価であり、かつ手技に慣熟すれば時間的に多数の臨床検体
を一度にスクリーニングすることができ、依然として臨床ウイルス学上重要な位置を
占めている。本研究では、従来の培養系では分離することが困難であった HPIV 及び
HMPV を効率的に分離できる培養細胞系の検討を行った。 
 本研究で新たに見出した MNT-1 細胞が、すべての型の HPIV 及び HMPV の感染
により明らかな CPE を示し、それらの効率的な分離に有効な細胞であることが示さ
れた。MNT-1 細胞では、他にもインフルエンザ、RS、アデノやムンプスウイルスが
分離できたが、感染細胞は弱い CPE しか示さず、分離された件数は従来の培養細胞
系と比べてもはるかに少なかった。また、それら以外のウイルスに対しては CPE の
出現は確認できず、特異性の上でも HPIV 及び HMPV に対して有用な培養細胞系で
あることが示唆された。また、MNT-1 細胞は従来の培養細胞と比べ、最小検出量の
視点からは優位性はなかったものの、感染後の早い段階で明確な CPE が現れること
によって、実験室でのウイルス分離に必要な労力を大幅に削減することが可能である。
悪性黒色腫細胞は、正常細胞と比べ RIG-I や MDA5 を介した IFN-1s 非依存的なア
ポトーシスが起こりやすいことも報告されており 71）、MNT-1 細胞ではウイルス感染
後の細胞死が生じやすいことで、早い段階で明瞭な CPE が観察できているのかもし
れない。 
 HPIV2、4 の感染レセプターはいまだ同定されていないが、HPIV１では N アセチ
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ルシアル酸（N-acetylneuraminic acid: Neu5Ac）α2, 3 ガラクトース（galactose: Gal）
が、HPIV3 では Neu5Acα2, 3Gal や Neu5Acα2, 6Gal が 72), 73)、HMPV ではグルコ
サミノグリカンや αvβ1 インテグリン 74-78)がレセプターとして同定されている。し
かしながら、その他にもレセプターが存在する可能性が示唆されており、それら候補
の探索が行われている。このような背景から、HPIV については現在検討中だが、
HMPV については本研究では細胞あたりの吸着できるウイルス量を各細胞間で比較
することで、当該細胞の持つ広義の意味での HMPV に対する結合レセプターの発現
量を比較した。その結果、MNT-1 細胞では細胞あたりの吸着できるウイルス量が
Vero E6 細胞よりも少なかったことから、MNT-1 細胞ではそれら結合レセプターの
発現量が高いわけではないことが示唆された。しかしながら、これは狭義の意味での
ウイルス－細胞間の感染にかかわるレセプターを介さない非特異的な吸着も含めた
解析でしかないため、今後それぞれのウイルスに対する特異的な感染レセプターの発
現について解析を行う予定である。悪性黒色腫細胞の転移に重要な因子であるα5β1
インテグリン 79-82）は、HMPV の感染レセプターにはならないが、細胞融合および
HMPV の増殖に重要な機能を持つことが報告されている 83)。本研究では、MNT-1 細
胞ではすべての HMPV 感染によって明確な合胞体を形成したのに対し、Vero E6 細
胞では顆粒化が示されるものの、細胞融合はみられなかった。これらの結果から、
MNT-1 細胞はそれらのウイルスに対する感染レセプター発現よりも、α5β1 インテ
グリンのような増殖に関与する因子の発現の高さが CPE の出現の優位性のもとにな
っている可能性も考えられる。インフルエンザウイルスや麻疹ウイルスでは、それぞ
れレセプターであるα2-6 結合シアル酸を発現させた ST6Gal I 発現 MDCK（AX4）
細胞 84)、MDCK-SIAT1 細胞 85)、及び human signaling lymphocytic activation molecule
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（hSLAM）を発現させた Vero（Vero/hSLAM）細胞 86)によって、それぞれの流行ウ
イルスのより効率的な分離が可能となり、臨床の場で応用されている。また、C 群ラ
イノウイルスにおいては、cadherin-related family member 3（CDHR3）がレセプタ
ーとして同定され、CDHR3 を発現した HeLa（HeLa-E8）細胞でウイルスの増殖が
確認されており、臨床応用が期待されている 87)。このように HPIV や HMPV におい
ても、感染レセプターの付加的発現が可能になれば、さらなる感度の亢進が期待され
る。 
 ウイルス感染によって誘導される IFN-1s は、その受容体である IFNAR に結合す
ることで抗ウイルス作用を発揮する 52-54）。IFN-1s はヒトでは約 20 種類存在すること
が報告されていることから 52)、それらすべてを KO することは容易ではなく、本研究
ではその受容体である IFNAR1 を KO のターゲットとした。本研究では、HMV-II 細
胞では IFNAR1KO によって HPIV1～3 のウイルス増殖が亢進し、HPIV2、3 の分離
効率がわずかではあるが亢進した。ウイルス感染初期においては、IFNAR1KO によ
って IFN-1s のシグナル伝達が阻害されるが、感染細胞がウイルスを認識して誘導す
る IFN-1s 産生自体は阻害されないことが予想される。HMV-II 細胞の親株では
HPIV1～３感染によって有意な ifn-β mRNA の発現増加が確認されており、IFNAR1
をKO したHMV-II IC5 細胞でも親株細胞同様 IFN-βの誘導が予想されることから、
KO の意図通りに、ウイルス感染が誘導した IFN-βのシグナルが「伝わらない」こと
で抗ウイルス作用が働かず、そのためウイルス増殖が亢進したと考えられる。今後、
これを証明するために HMV-II IC5 細胞で janus kinase（JAK）/STAT のリン酸化や
抗ウイルスタンパク関連遺伝子群の発現が抑制されていることの確認や、IFN-1s 刺
激や IFN-1s/IFNAR1 過剰発現によって HMV-II 細胞でも HPIV1～3 のウイルス増殖
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が抑制されることの確認が必要であろう。しかしながら、MNT-1、LLC-MK2 細胞で
は HPIV 感染による有意な IFN-βの誘導は検出できていおらず、また HMV-II 細胞
でもその程度はわずかであった。これは、抗 IFN 活性を持つ HPIV の C、V タンパク
88), 89)によって IFN-1s の誘導が抑制されていた可能性を支持する成績である。Vero 細
胞では IFN-1s の遺伝子が欠損していることが知られており 90)、また LLC-MK2 細胞
では IFNAR1 の発現が低かったことから、必ずしも IFN-1s の応答性低下によって、
ウイルスに対する感受性が高くなるわけではないことが考えられる。しかしながら、
MNT-1 細胞では HPIV 感染による IFN-βの誘導はなかったものの IFNAR1 の発現
は認められており、また臨床検体からの IFN-1s の検出も報告されていることから 58)、
この細胞で IFNAR1KO 細胞株を作成することで、よりそれらのウイルスが増殖しや
すく、より分離しやすくなるかもしれない。また、数としてはかなり少ないが、MNT-
1 細胞で CPE が観察されず、HAD テストで陽性となった HPIV3 が数例あり、それ
らが IFNAR1KO 細胞株で CPE を指標に分離が可能となることが期待され、現在
MNT-1 IFNAR1KO 細胞株の作成を試みているところである。また、臨床検体中に実
際どの程度 IFN-1s が含まれているのかについても検討中である。 
 また、HPIV・HMPV の F タンパクの開裂に関与する宿主プロテアーゼとして、
TMPRSS2 などが同定されている 46), 47)。MNT-1 細胞では、トリプシン非存在下では
HPIV、HMPV のウイルス増殖は確認できなかった（data not shown）。このことは、
MNT-1 細胞では TMPRSS2 のような F タンパクの開裂に関わるプロテアーゼを発現
していないことを示唆している。Vero 細胞では MPRSS2 を発現させることで、トリ
プシンを必要とせず、長期培養が可能な HPIV・HMPV の培養系が報告されている 48), 
49)。MNT-1 細胞でもこのようなプロテアーゼを発現させることで、HPIV、HMPV の
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分離への応用やより効率的な培養系の確立だけでなく、TCID50 法ではないプラーク
法を用いたそれらウイルスの感染価の測定法の確立、浮遊培養状態ではない付着培養
での CPE の観察、長期培養での感染状態の解析などができるようになるかもしれな
い。 
当研究室では 2003 年に日本で初めて LLC-MK2 細胞を用いて HMPV を分離して
以降 91)、HMV-II や LLC-MK2 細胞によって HPIV を、LLC-MK2 や Vero E6 細胞に
よって HMPV を分離し、そのウイルス分離を基にしたサーベイランスを実施してき
た。2013 年 10 月以降、MNT-1 細胞の導入によってすべての型の HPIV 及び HMPV
の検出率が向上した。特に、HMPV の分離率は MNT-1 細胞導入前の 0.3％から 2.5％
に増加したが、実験的な分離効率の検討と比べると、その増加は大きいように思われ
る。その理由としては、迅速診断キットの普及に伴いインフルエンザウイルスや RS
ウイルスの陽性検体の提出数が減少し、相対的に HPIV、HMPV の検出率が増加した
可能性、MNT-1 細胞導入後にそれらのウイルス感染の大きな流行があり、検出率が
亢進した可能性などを否定できないものの、やはり MNT-1 細胞で明瞭な CPE が観
察されるようになったことで、微細な CPE のため LLC-MK2 細胞で今まで見落とし
ていたような例も拾い上げることができるようになった可能性が大きいと思われる。
CPE を指標とした HPIV1、３、HMPV の分離効率が改善したことは、まぎれもなく
MNT-1 細胞の有用性を示している。しかしながら、MNT-1 細胞を用いた分離も、判
定までに数日～1 週間程度かかるため、より早く判定ができる分離システムの登場が
望まれる。ヒト免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus: HIV）のウイルス
分離では、被験者の末梢血単核細胞（peripheral blood mononuclear cells: PBMC）と
phytohemagglutinin（PHA）等で幼若化した健常者 PBMC とを混合培養し、増殖し
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てきた HIV をウイルス核酸、逆転写酵素、p24 抗原等を検出することで分離判定がな
される 92)。また、シアル酸を糖鎖末端から切断する酵素であるシアリダーゼを持つ、
インフルエンザウイルス、センダイウイルス、ニューカッスル病ウイルス、ムンプス
ウイルスや HPIV では、感染細胞上にウイルス遺伝子に由来するシアリダーゼが豊富
に発現しており、シアリダーゼ蛍光イメージング剤である 2-(benzothiazol-2-yl)-4-
bromophenyl 5-acetamido-3,5-dideoxy-α-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosido-
nic acid（BTP3-Neu5Ac）を用いることで、感染細胞を簡単に蛍光で検出することが
できるシステムが構築されている 93-97)。本研究で、HPIV、HMPV 感染によって MNT-
1 細胞で CPE が観察されるよりも早い時期にすでに培養上清中に感染性ウイルス粒
子の放出が認められていたことから、そうしたウイルスの抗原や、ウイルスの活性を
蛍光・発色イメージング等で検出することができれば、より早く簡単に判定ができる
分離システムが構築可能であろう。一方で、HPIV、HMPV 感染によって MNT-1 細
胞で早期に明確な CPE が出現するメカニズムを解析することで、より早く明確に
CPE を検出できるシステムの構築や、その他の CPE を起こしにくいウイルスでの
CPE を指標にした分離システムの構築につながるかもしれない。 
これまで一般的には、HPIV、HMPV のサーベイランスには RT-PCR を用いた遺
伝子学的な手法が用いられ、その検出率については HPIV1：0.6～7.5％、HPIV2：0.9
～1.2％、HPIV3：1.8～10.9％、HPIV4：0.9～4.1％、HMPV：3.5～9.0％との報告が
ある 38), 45), 98-101）。一方、本研究のウイルス分離では、HPIV1：2.2％、HPIV2：1.4％、
HPIV3、5.4％、HPIV4：1.9％、HMPV：2.5％であり、HPIV はほぼ同程度の検出率
であった。HMPV については Vero E6 細胞を用いた検出率（1.9％）13)よりは高かっ
たものの、遺伝子学的手法と比べると依然として低かった。実際に HMPV 流行時期
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の分離陰性の検体を RT-PCR で検査したところ、1 割程度で陽性であった（data not 
shown）。その解釈としては、RT-PCR での成績に偽陽性が含まれている可能性も確
かにあるものの、検体中の活性ウイルス量が少なかった可能性、MNT-1 細胞を用い
ても分離できないウイルス株が存在する可能性は否めず、分離という検査法における
感度という限界かもしれない。しかしながら、遺伝子学的な手法では、ボカ、ライノ、
アデノウイルス等との共検出例が HPIV1：29.7％、HPIV2：45.5％、HPIV3：70.2％、
HPIV4：60.5％、HMPV：54.3％とあまりに高い値が報告され 45）、真の病因ウイルス
の診断は容易ではない可能性も指摘されており、そのような遺伝子学的手法のみによ
る判定については再評価が必要かもしれない。一方で、そのような多種類のウイルス
が共存しているサンプルの場合には、特に上述したようにより感度を上げた分離では、
真の病因ウイルス以外のウイルスも分離されやすくなってしまうため、分離のできな
い真の病因ウイルスが見逃される可能性も出てくる。より確実な診断のためにはウイ
ルス分離の限界を理解した上で血清診断など複数の検査を合わせて総合的に判断す
ることが大切であろう。 
HPIV、HMPV の流行は、温帯地域では HPIV1、２、４は秋から冬、HPIV3 は春
から夏、HMPV は冬から春で主な流行が確認されている 13), 16), 22-25）。HMPV について
は、1 年中通して検出されること 25), 31), 37)や、複数の遺伝子型の混合流行も報告されて
いる 14), 102-105）が、A1 型は日本では検出された報告は現在のところなく 13), 25), 40)、世界
的にも近年検出されていない 106), 107）。MNT-1 細胞を用いたウイルス分離をもとにし
た HPIV 及び HMPV のサーベイランスでは、仙台市では HPIV1 は秋、HPIV2 は隔
年の秋、HPIV3 は春から夏、HPIV4 は秋から冬にかけて流行がみられた。HMPV は
2014 年には春から夏にかけて A2、B2 型の混合流行、2015 年には冬から春にかけて
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A2 型の単独流行、2016 年には冬から春にかけて A2、B1、B2 型の混合流行が観察さ
れ、A1 型は分離されなかった。HMPV 流行期の分離できなかった検体を用いて RT-
PCR を行った結果でも、A1、B1、B2 型はほとんど検出されなかったこと、MNT-1
細胞は、LLC-MK2、Vero E6 細胞同様すべての遺伝子型の HMPV に対して感受性を
示したこと、日本を含むアジア地域では A2 型の報告が多いこと 108）から、2014～2016
年は各年とも A2 型が主流であったと考えられた。 
 HMPV は増殖の遅いウイルスの一つである 109）が、MNT-1 細胞は HPIV 及び
HMPV の分離効率を改善しただけではなく、従来用いられてきた細胞と比べ、それ
らのウイルスの増殖効率も高かった。こうしたことから、MNT-1 細胞はウイルス分
離に有用なだけでなく、それらウイルスの生物学的解析を行ううえでも有効な培養細
胞系となる可能性が示唆された。一方で、表 1 に示す他の分離の難しいウイルスに対
しては MNT-1 細胞も感受性を示さなかったことから、それらのウイルスについては
効率的に分離できる新規の培養細胞系の検討が必要であろう。たしかに、ヒトボカウ
イルスなどのように、そもそも分離ができず遺伝子検出により発見された呼吸器ウイ
ルスは多く存在する 110)。また、Healthy control から頻繁に検出され必ずしも検出さ
れたウイルスが常に病因となっていないと思われるような呼吸器ウイルスも存在す
る 111)。前者に対してはウイルス分離のための新しい培養細胞系の確立と、それが可
能になるまでのあいだは multiplex qPCR の導入や次世代シークエンスによる解析が
必要である。後者については、Healthy control との比較での研究を進めていく必要が
ある。今後、それらの結果をもとに分離のできないウイルスの解析や、検出されたウ
イルスが臨床症状の発現とどの程度リンクするのかなど解析を進めていく必要があ
ると考えられる。 
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 本研究では、MNT-1 細胞が短時間に明らかな CPE を示すことで HPIV ならびに
HMPV の効率的な分離に使用できることを明らかにし、またウイルス分離だけでな
く、それらウイルスの生物学的解析のための培養細胞系として有用である可能性を示
した。MNT-1 細胞は、臨床検体からの HPIV 及び HMPV の分離の効率化を改善し、
それらウイルスの病因および疫学、さらには基礎的理解に寄与する可能性を持ってい
る。  
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Ⅶ．結論 
 
 本論文は、HPIV ならびに HMPV の効率的な分離が可能な新規培養細胞系の確立
の報告である。本研究により、短時間に明らかな CPE を示すことで MNT-1 細胞が
HPIV ならびに HMPV の効率的な分離に有用であることが示された。また、MNT-1
細胞ではそれらのウイルスの増殖効率も高く、それらウイルスの生物学的解析のため
の培養細胞系としても有用である可能性が示された。本研究により、今後臨床検査の
現場における検体からの HPIV 及び HMPV の分離の効率が改善され、これによりこ
れらウイルスの病因および疫学、さらには基礎的理解に寄与することが期待される。  
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Ⅹ．図・表の説明 
 
表 1．一般的なウイルス分離法 
 一般的にウイルス分離に用いられる培養細胞株と、CPE の形態及び分離に要する
時間をウイルスごとに示す。分離の難しいウイルスをイタリックで表している。
A549：ヒト肺癌由来、HEp-2：ヒト咽頭癌由来、HeLa：ヒト子宮頸癌由来、CaCo-2：
ヒト結腸癌由来、Vero・Vero E6・GMK：アフリカミドリザル腎臓由来、RD-18s・
RD-A：ヒト横紋筋肉腫由来、LLC-MK2：アカゲザル腎臓由来、MDCK：イヌ腎臓由
来、HMV-II：ヒト悪性黒色腫由来、H292：ヒト肺粘液性類表皮癌由来、Vero/hSLAM：
ヒト signaling lymphocyte activation molecule（SLAM）発現 Vero、B95a：マーモセ
ット B リンパ芽球由来、RK-13：ウサギ腎臓由来株化細胞。 
 
表 2．実験に用いたウイルス株 
 本研究に用いたウイルス株とその継代歴を示す。HMPV の遺伝子型を（）内に表
している。H：HMV-II、M：MNT-1、L：LLC-MK2、V：Vero、G：GMK、t：
tMK、V118：Vero 118 細胞。 
 
図 1．IFNAR1KO HMV-II 細胞株の樹立 
 （A）ヒト ifnar1 遺伝子領域の模式図を示す。■：エクソン領域、  ：
crRNA、  ：Forward primer、  ：Reverce primer、 ：Cas9 切断領域。（B）
HMV-II 細胞に crRNA をトランスフェクション後の細胞群での ifnar1 エクソン 1 領
域の増幅産物及び T7 エンドヌクレアーゼによって切断されたバンド（  ）を示
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す。Cas9 発現プラスミドのみをトランスフェクションした細胞群を対照とした。
（C）クローニング後の HMV-II 細胞（IA5、IC1、IC2、IC5）における IFNAR１の
タンパク発現をウェスタンブロッティングで解析した。Cas9 発現プラスミドのみを
トランスフェクションした細胞群を対照とした。内在性コントロールとしてβ-アク
チンを用いた。 
 
図 2．各細胞株の HPIV に対する感受性の検討 
 HMV-II、HMV-II IC5、MNT-1、LLC-MK2 細胞に、HPIV1（Sendai-
H/1127/2014）、HPIV2（Sendai-H/1204/2014）、HPIV3（Sendai-H/909/2014）、
HPIV4（Sendai-H/1172/2014）が分離された臨床検体を 50 μl 接種し、継代、培
地交換をせずに 33℃、5％ CO2 インキュベーター内で培養した。（A）培養 5 日
目、10 日目の細胞の鏡検像を示す。輸送培地を 50 μl 接種したものを対照とした。
CPE の観察された細胞を赤枠で示す。倍率：100 倍。スケールバー：100 μm。
（B）各培養上清を 10 日目まで回収し、そのウイルス感染価を MNT-1 細胞を用い
て測定した（HMV-II、HMV-II IC5；n=2、MNT-1、LLC-MK2；n=3）。結果は平
均（mean）±標準偏差（SD）で表している。MNT-1 細胞と LLC-MK2 細胞の比
較；*，p<0.05。 
 
図 3．各細胞での実験的な HPIVの分離効率の検討 
 HMV-II、HMV-II IC5、MNT-1、LLC-MK2 細胞に、HPIV1～4 が分離された臨
床検体 10 検体を接種し、継代、培地交換をせずに 33℃、5％ CO2 インキュベータ
ー内で培養した。週 2 回細胞の観察を行った。（A）HPIV1、3 において、各細胞で
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培養 10 日後に CPE もしくは HAD テストで陽性になった割合を示す。（B）
HPIV2、４において、各細胞で培養後 10 日目までに CPE が観察された割合を示
す。HMV-II 細胞親株に対して；*，p<0.05。 
 
図 4．MNT-1 細胞の HPIV に対する優位性の検討 
 （A）HMV-II、HMV-II IC5、MNT-1、LLC-MK2 細胞を用いて、HPIV1
（Sendai-H/685/09）、HPIV2（Sendai-H/1659/06）、HPIV3（Sendai-
H/2910/03）、HPIV4（Sendai-H/1469/11）のそれぞれの細胞に対するウイルス感
染価を測定した。HPIV1、3 は CPE 及び HAD テストで、HPIV2、4 は CPE で評価
した（n=3）。結果は平均（mean）±標準偏差（SD）で表している。ND：検出でき
ず（not detected）。LLC-MK2 細胞に対して；*，p<0.05。（B）HMV-II、MNT-1、
LLC-MK2 細胞に、HPIV1（Sendai-H/685/09）、HPIV2（Sendai-H/1659/06）、
HPIV3（Sendai-H/2910/03）、HPIV4（Sendai-H/1469/11）をそれぞれ MOI=0.1
で感染させ、24 時間後に総 RNA を抽出し、ifn-β mRNA 発現量を qPCR 法で解析
した（n=3）。MEM を接種したものを対照とした。結果は平均（mean）±標準偏差
（SD）で表している。対照に対して；*，p<0.05。（C）HMV-II、HMV-II IC5、
MNT-1、LLC-MK2 細胞における IFNAR１のタンパク発現をウェスタンブロッティ
ングで解析した（n=3）。結果は平均（mean）±標準偏差（SD）で表している。*，
p<0.05。 
 
図 5．MNT-1 細胞による HPIV の分離 
  
54 
 （A）2013 年 10 月から 2016 年 12 月までの間に提出された臨床検体 4,108 検体
から分離された各 HPIV の MNT-1、LLC-MK2 細胞による分離効率を比較した。各
ウイルスの総分離件数を n で示す。（）内に MNT-1、LLC-MK2 細胞で分離した件
数を示す（MNT-1：LLC-MK2）。*，p<0.05。（B）2003 年 1 月から 2016 年 12 月
までの間に提出された 35,262 検体から分離された各 HPIV の月別検出数を示す。ウ
イルスの分離数を棒グラフで、検査検体数を折れ線で表している。  ：MNT-1 細胞
を使用していた期間。 
 
図 6．MNT-1 細胞の HMPV に対する感受性の検討 
 MNT-1、LLC-MK2、Vero E6 細胞に、HMPV（Sendai-H/517/15）が分離され
た臨床検体を 50 μl 接種し、培養後 5 日目、10 日目の細胞の鏡検像（A）および、
プロトタイプ HMPV 株（A1：NL/1/00、A2：NL/17/00、B1：NL/1/99、B2：
NL/1/94）を MOI=0.1 で感染させ、培養後 5 日目の細胞の鏡検像（B）を示す。輸
送培地を接種したものを対照とした。倍率：100 倍。スケールバー：100 μm。◄：
合胞体、◅：顆粒化。（C）臨床検体接種後の各細胞の培養上清を 12 日目まで回収
し、そのウイルス感染価を MNT-1 細胞を用いて測定した（n=3）。結果は平均
（mean）±標準偏差（SD）で表している。LLC-MK2 細胞に対して；*，p<0.05。
（D）各細胞に HMPV が分離された臨床検体 25 検体を接種し、継代、培地交換を
せずに 33℃、5％ CO2 インキュベーター内で培養した。週 2 回細胞を観察し、ウイ
ルスの分離効率を比較した。LLC-MK2 細胞に対して；*，p<0.05。 
 
図 7．MNT-1 細胞の HMPV に対する優位性の検討 
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 （A）MNT-1、LLC-MK2、Vero E6 細胞を用いて、プロトタイプ HMPV 株
（A1：NL/1/00、A2：NL/17/00、B1：NL/1/99、B2：NL/1/94）のそれぞれの細
胞に対するウイルス感染価を測定した（n=3）。結果は平均（mean）±標準偏差
（SD）で表している。（B）MNT-1 細胞もしくは LLC-MK2 細胞のみで HMPV が
分離された臨床検体中のウイルスコピー数を qPCR 法で測定した。各データは 2 回
の PCR 反応の平均値を表している。MNT-1；n=18、LLC-MK2；n=13。（C）各細
胞に吸着したウイルス量を qPCR 法で定量した（n=3）。結果は平均（mean）±標
準偏差（SD）で表している。LLC-MK2 細胞に対して；*，p<0.05。 
 
図 8．MNT-1 細胞による HMPV の分離 
 （A）2013 年 10 月から 2016 年 12 月までの間に提出された臨床検体 4,108 検体
から分離された HMPV の MNT-1、LLC-MK2 細胞による分離効率を比較した。各
ウイルスの総分離件数を n で示す。（）内に MNT-1、LLC-MK2 細胞で分離した割
合を示す（MNT-1：LLC-MK2）*，p<0.05。（B）2003 年 1 月から 2016 年 12 月ま
での間に提出された 35,262 検体から分離された HMPV の月別検出数を示す。ウイ
ルスの分離数をウイルスの遺伝子型別に棒グラフで、検査検体数を折れ線で表して
いる。グラフの下に HMPV が分離できる細胞株をウイルス分離に使用していた期間
を示す。 
表1
ウイルス 型 一般的に使用される
培養細胞株
CPE CPE出現に
かかる時間（日）
アデノウイルス 1～56型 A549，繊維芽細胞，
HEp-2，HeLa，
CaCo2，Vero
円形化 2-10
サイトメガロウイルス 繊維芽細胞 円形化，膨化，
封入体
5-28
エンテロウイルス エンテロ，
コクサッ
キーA群，B
群，エコー
RD-18s，RD-A，
GMK，繊維芽細胞，
Vero
円形化，顆粒
化
2-10
ライノウイルス A，B群 繊維芽細胞 円形化 5-14
C群
パレコウイルス 1～6型 Vero，HeLa，LLC-
MK2
円形化（稀） 7-14
単純ヘルペスウイルス 1，2型 Vero，線維芽細胞，
GMK
円形化 1-7
水痘帯状疱疹ウイルス 線維芽細胞 円形化 1～3回盲継代必要
インフルエンザウイルス A，B型 MDCK 顆粒化 2-10
C型 MDCK，LLC-MK2，
HMV-II
顆粒化（ひも
状構造物）
5-14
パラインフルエンザウイルス 1型 LLC-MK2，HMV-II，
Vero/Vero E6，
MDCK
7-14；HADで判断
2型 LLC-MK2，HMV-II，
Vero/Vero E6
合胞体 5-14
3型 LLC-MK2，HMV-II，
Vero/Vero E6，
MDCK
顆粒化（稀），
合胞体（稀）
7-14；HADで判断
4型 LLC-MK2，
Vero/Vero E6
合胞体 5-14
ムンプスウイルス Vero，LLC-MK2 合胞体 5-10
RSウイルス A，B型 HEp-2，Vero，H292 合胞体 3-10
ヒトメタニューモウイルス A1，A2，B1，
B2型
LLC-MK2，Vero E6 合胞体，顆粒
化
7-28，盲継代が必要
であることが多い
麻疹ウイルス Vero/hSLAM，B95a 合胞体 1-7
風疹ウイルス Vero/Vero E6，RK-
13
円形化 1～3回盲継代必要
コロナウイルス 229E LLC-MK2，CaCo2，
HeLa
合胞体（稀） 7-14
OC43，
NL63，
HKU1
表2
ウイルス 株名 継代歴
臨床分離株 HPIV1 Sendai-H/685/09 H2M2
HPIV2 Sendai-H/1659/06 H2L3M1
HPIV3 Sendai-H/2910/03 V1G1H3M3
HPIV4 Sendai-H/1469/11 L4
HMPV (A2) Sendai-H/517/15 M4
プロトタイプ株 HMPV (A1) NL/1/00 t5V1181L1
HMPV (A2) NL/17/00 V1183L1
HMPV (B1) NL/1/99 t5V1181L1
HMPV (B2) NL/1/94 V1184L1
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